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RESUMO 
 
O presente trabalho teve como objectivo o estudo da capacidade de 
reconhecimento de parentesco e o comportamento de agregação em girinos de 
Pelophylax perezi (Seoane, 1885), realizando uma série de experiências laboratoriais 
com recurso a um aquário de testes de escolha. 
Girinos criados em isolamento social e criados com irmãos foram sujeitos a 
testes de escolha, observando a preferência pela associação a indivíduos irmãos ou não- 
-irmãos e, portanto, a existência de discriminação do parentesco. O reconhecimento dos 
indivíduos por associação prévia no ambiente de criação foi posteriormente estudado, 
avaliando a preferência pela associação a irmãos conhecidos ou a irmãos desconhecidos. 
Por fim, o comportamento de agregação dos girinos foi analisado, averiguando se os 
indivíduos se associam preferencialmente a conspecíficos, tanto na ausência, como na 
presença de pistas de alarme de outros girinos como simulação do ataque de um 
predador. 
Independentemente dos regimes de criação, os girinos de P. perezi não exibiram 
respostas comportamentais de discriminação do parentesco dos indivíduos, não havendo 
igualmente uma influência do contacto prévio na associação a irmãos conhecidos ou 
desconhecidos. Também nas experiências de agregação a distribuição dos girinos 
testados foi aleatória, não se observando uma tendência para se associarem a 
conspecíficos. 
Os resultados obtidos neste trabalho foram comparados com os observados em 
outras espécies de Ranídeos anteriormente estudadas, considerando também as 
características das suas histórias de vida. 
 
Palavras-chave: reconhecimento de parentesco, comportamento de agregação, 
Pelophylax perezi, Anura 
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ABSTRACT 
 
In the present study, kin recognition ability and aggregation behavior were 
investigated in tadpoles of the Iberian green frog Pelophylax perezi (Seoane, 1885), in a 
series of laboratory experiments using a choice tank.  
 Tadpoles reared in social isolation and with siblings were tested for their 
preference in associating with unfamiliar siblings or unfamiliar non-siblings and, thus, 
for their ability to discriminate kin. Recognition by prior association in rearing 
environment was also studied analyzing their ability to discriminate between familiar 
siblings and unfamiliar siblings. Finally, aggregation behavior was assayed recording 
the time spent near the stimulus compartment of the choice tank containing other 
tadpoles against an empty compartment, as a measure of preference for association with 
conspecifics. These aggregation tests were performed in both absence and presence of 
alarm conspecific cues, simulating a predator attack.  
 Regardless of how test individuals were reared, P. perezi tadpoles did not 
display any differential responses to both stimulus groups, indicating there was neither 
kin discrimination nor recognition by prior association. Also in aggregation 
experiments, the random tadpole distribution in the choice tank revealed no preference 
for association with conspecifics. 
 The results obtained in this thesis were discussed comparing with the observed 
in other Ranids species previously studied and concerning with their life histories. 
 
Keywords: kin recognition, aggregation behavior, Pelophylax perezi, Anura 
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INTRODUÇÃO 
 
Teoria de Hamilton 
 
Em 1964, Hamilton desenvolveu um modelo de genética populacional para 
explicar o modo como a frequência de um ―gene altruísta‖ pode aumentar na população, 
apesar do custo que implica ao seu portador, introduzindo o conceito de fitness inclusiva 
(Hamilton, 1964). Na teoria da selecção de parentesco, conceito adoptado posteriomente 
por Smith (1964), Hamilton considera o altruísmo no contexto do nepotismo, ou seja, 
um indivíduo exibe um comportamento altruísta dirigido, preferencialmente, a 
indivíduos com ele aparentados, quando os benefícios em termos de fitness, para o 
receptor, forem superiores aos custos desse comportamento para o emissor (Hamilton, 
1964; Alexander, 1974). Ao contribuir para o incremento da fitness dos seus parentes, o 
indivíduo altruísta aumenta a sua fitness inclusiva, na medida em que partilha genes 
com o receptor do comportamento altruísta. A introdução do conceito de fitness 
inclusiva expandiu a importância das relações de parentesco na evolução do 
comportamento social às relações não-descendentes ou colaterais, como, por exemplo, 
irmãos e sobrinhos, despoletando o estudo do reconhecimento do parentesco (Holmes, 
2004).   
 
Definição de reconhecimento de parentesco 
 
Muitos investigadores, como Holmes & Sherman (1983), definem como 
reconhecimento de parentesco, o tratamento diferencial de conspecíficos como função 
da sua relação genética. Contudo, Byers & Bekoff (1986) defenderam que o termo 
―reconhecimento de parentesco‖ era utilizado em dois sentidos diferentes pelos 
investigadores: primeiro, como o tratamento diferencial observável em relação aos 
indivíduos da mesma família e, em segundo, como um processo neural de avaliação das 
relações de parentesco não observável. Waldman et al. (1988) sugeriram que se 
adoptasse o conceito de ―discriminação de parentesco‖ para descrever o tratamento 
diferencial relativamente a indivíduos familiares, passando o termo ―reconhecimento de 
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parentesco‖ a ser utilizado de um modo menos abrangente para se referir ao processo 
pelo qual os indivíduos avaliam a sua relação genética com conspecíficos.  
Contudo, o termo ―reconhecimento de parentesco‖ foi novamente utilizado por 
Grafen (1990), que defendeu que o processo neural que regula o tratamento diferencial 
só deverá ser chamado ―reconhecimento de parentesco‖ se tiver sido especialmente 
seleccionado para avaliar a relação per se baseado na semelhença genética e não se o 
processo neural tiver evoluído como um epifenómeno do produto da facilitação do 
reconhecimento individual, de grupo ou espécie.  
 
Mecanismos de reconhecimento de parentesco 
 
 O reconhecimento de parentesco pode ocorrer de modo indirecto (Waldman, 
1987) se os indivíduos pertencentes à mesma família se encontrarem preditivamente 
distribuídos no espaço, sendo reconhecidos como parentes os indivíduos que se 
encontrem em determinada localização, como um ninho, uma toca ou um território, 
principalmente se a sua dispersão for reduzida (Holmes & Sherman, 1982; Blaustein & 
O’Hara, 1986a). Assim, os indivíduos reconhecem os parentes com base, 
exclusivamente, em pistas ambientais associadas a determinados locais onde a 
probabilidade de encontrar indivíduos da sua família é maior.  
Os indivíduos podem distinguir parentes de não-parentes com base numa 
familiaridade ou associação prévia, isto é, os organismos aprendem a reconhecer os seus 
parentes, devido à existência de um contacto entre eles num mesmo ambiente e em 
determinado estádio de desenvolvimento (Blaustein, 1983; Mateo, 2004). Esta 
aprendizagem pode ocorrer por habituação, imprinting ou aprendizagem associativa, 
embora seja difícil determinar qual destes processos está envolvido (Mateo, 2004). Os 
animais são capazes de reconhecer indivíduos com os quais estão familiarizados, através 
das suas características fenotípicas, mas parentes com quem não contactaram, 
nomeadamente meios-irmãos ou primos, serão tratados como não-parentes (Mateo, 
2004). 
Holmes & Sherman (1982, 1983) introduziram o conceito de ―correspondência 
fenotípica‖ para descrever o mecanismo através do qual os indivíduos podem 
reconhecer certos graus de parentesco por comparação dos fenótipos de conspecíficos 
desconhecidos (Alexander, 1979) com os dos membros da sua família ou com o seu 
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próprio, quando existe uma correlação entre a semelhança fenotípica e a genotípica 
(Holmes, 2004). Os organismos aprendem a reconhecer os fenótipos dos seus parentes 
ou o seu próprio, adquirindo uma representação do conjunto das características que são 
vulgarmente partilhadas pelos membros da sua família, com a qual comparam pistas 
fenotípicas exibidas por conspecíficos desconhecidos (Mateo, 2004). 
Por fim, o processo de reconhecimento também pode ocorrer através da acção de 
hipotéticas unidades genéticas que geram a expressão de um marcador fenotípico, a 
capacidade de o reconhecer nos conspecíficos e um tratamento diferencial direccionado 
a indivíduos portadores desse marcador, implicando a existência de alelos de 
reconhecimento (Hamilton, 1964; Holmes & Sherman, 1982; Blaustein, 1983).  
O reconhecimento por associação prévia, por correspondência fenotípica e por 
influência de alelos de reconhecimento são considerados processos directos, uma vez 
que a distinção entre familares e não-familiares é mediada por características expressas 
ou sinais emitidos por cada indivíduo ou por uma classe de indivíduos, podendo o 
reconhecimento ocorrer em variados contextos ecológicos e sociais (Holmes, 2004; 
Waldman et al., 1988).   
 
Componentes dos mecanismos de reconhecimento directo de parentesco 
 
No contexto do reconhecimento directo de parentesco, os indivíduos expressam 
pistas fenotípicas, nomeadamente, características morfológicas ou comportamentos, que 
fornecem informação acerca do seu genótipo. Estas pistas são percepcionadas e 
analisadas pelos conspecíficos, que as comparam com as de um determinado modelo 
(template) e, posteriormente, avaliam a sua correspondência para inferir acerca da sua 
relação de parentesco (Waldman, 1988; Gamboa et al., 1991a). 
Assim, no caso de o reconhecimento ser directo, o processo de discriminação de 
parentesco é composto por três componentes: (1) a componente da expressão que 
envolve a natureza e a produção ou a aquisição das pistas utilizadas na identificação de 
parentes; (2) a componente da percepção que inclui o desenvolvimento do template das 
características dos familiares, o processamento sensorial das pistas e a comparação entre 
o fenótipo de um conspecífico e o template; e, por fim, (3) a componente da acção, em 
que, de acordo com um determinado critério (regra de decisão), a correspondência entre 
as características de um conspecífico e as do template é avaliada, resultando ou não num 
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tratamento diferencial direccionado ao conspecífico, consoante o seu grau de parentesco 
(Beecher, 1982; Waldman, 1988; Holmes & Sherman, 1982; Gamboa et al., 1991a;  
Mateo, 2004).  
A expressão e a percepção são as componentes que integram o processo de 
reconhecimento propriamente dito, sendo ambas necessárias à identificação do 
parentesco dos conspecíficos, antes da componente da acção ser expressa, uma vez que, 
tal como já foi referido, o reconhecimento do parentesco não implica que haja um 
tratamento diferencial dos indivíduos (Mateo, 2004).  
 
Reconhecimento de parentesco em anfíbios anuros 
 
Os anfíbios anuros foram dos primeiros vertebrados nos quais se observou a 
capacidade de reconhecimento de parentesco (Waldman & Adler, 1979) e durante cerca 
de uma década foram muito utilizados, principalmente as suas larvas, como modelo no 
estudo deste processo. A utilização destes animais deve-se a várias razões: a sua 
fertilização é, na maioria das espécies, externa, permitindo ao investigador conhecer os 
progenitores dos indivíduos estudados; o comportamento de associação a indivíduos da 
mesma família pode ser observado e quantificado, tanto em estudos de laboratório, 
como na natureza; são de fácil manipulação, inclusivamente ao longo da sua ontogenia; 
e, geralmente, as posturas são constituídas por um grande número de ovos, o que 
permite uma amostragem estatisticamente robusta (Blaustein, 1988; Blaustein & 
Waldman, 1992). 
Blaustein & O’Hara (revisto em Blaustein & Waldman, 1992) e, posteriormente, 
outros investigadores (Cornell et al., 1989; Fishwild et al.,1990; Saidapur & Girish, 
2000; Gramapurohit et al., 2006) conduziram uma série de experiências laboratoriais de 
testes de escolha que pretendiam avaliar o modo como o ambiente de criação afecta a 
capacidade de reconhecimento de parentesco por parte dos girinos, usando a preferência 
pela associação espacial a conspecíficos, como medida dessa capacidade. Nestes 
estudos, os girinos foram sujeitos a quatro regimes de criação: criados apenas com 
irmãos; com irmãos e não-irmãos (regime misto); em isolamento social, desde a fase 
embrionária; e com apenas não-irmãos. Posteriormente, foi analisada a preferência dos 
girinos por se associarem a irmãos ou não-irmãos, conhecidos ou desconhecidos, 
consoante o regime de criação. Os testes de escolha foram realizados em aquários 
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rectangulares com dois compartimentos nas extremidades onde foram colocados 
girinos-estímulo, registando-se o tempo que cada girino-teste, colocado no 
compartimento central do aquário, passava junto a cada compartimento. O 
comportamento de agregação dos indivíduos aos seus parentes foi também estudado em 
charcos experimentais e naturais, medindo a distância média entre os indivíduos, em 
determinados intervalos de tempo (revisto em Blaustein & Waldman, 1992).  
A comparação dos resultados obtidos pelos vários estudos realizados até agora 
revela diferenças interespecíficas significativas na ontogenia e na expressão da 
capacidade de reconhecimento de parentesco. 
Os girinos de Rana cascadae testados em condições laboratoriais, de um modo 
geral, mostraram preferência de associação com os seus irmãos, embora girinos criados 
em regime misto não tenham discriminado entre irmãos e não-irmãos, ambos 
conhecidos (Blaustein & O’Hara, 1981, 1982a, 1982b, 1983; O’Hara & Blaustein, 
1981) Os resultados obtidos nas experiências ao ar livre corroboraram os das 
experiências laboratoriais, uma vez que as agregações formadas foram essencialmente 
constituídas por indivíduos irmãos, com a diferença de que os girinos criados em regime 
misto mostraram já preferência pelos grupos de familiares (O’Hara & Blaustein, 1985). 
Também em R. sylvatica (Waldman, 1984) e em Bufo melanostictus (Saidapur & 
Girish, 2000), os girinos mostraram preferência por se associarem a irmãos em 
detrimento de não-irmãos, independentemente do seu regime de criação. 
Os resultados dos estudos de reconhecimento de parentesco em girinos da 
espécie B. americanus, sugerem a existência de um período sensível durante os estádios 
de desenvolvimento mais precoces, no qual ocorre familiarização com os seus irmãos 
(Waldman, 1981). O reconhecimento de parentesco nesta espécie, no entanto, não está 
unicamente dependente de uma associação prévia, uma vez que girinos criados em 
isolamento social discriminaram entre irmãos e não-irmãos, sugerindo também a 
existência de uma componente genética neste processo (Waldman, 1981).  
Por sua vez, os girinos de R. aurora, apenas foram capazes de distinguir os seus 
irmãos durante os estádios de desenvolvimento mais precoces (Blaustein & O’Hara, 
1986b), tendo-se obtido um resultado semelhante para os girinos de B. scaber 
(Gramapurohit et al., 2006). O reconhecimento de parentesto em girinos de B. boreas, é 
fortemente influenciado pelo regime de criação (O’Hara & Blaustein, 1982). Outras 
espécies, ainda, nomeadamente R. pretiosa, Hyla regilla, R. pipiens e Pseudacris 
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crucifer não demonstraram qualquer preferência em associarem-se a irmãos (O’Hara & 
Blaustein, 1988; Fishwild et al., 1990).  
O reconhecimento de parentesco em larvas de anfíbios anuros é mediado, 
essencialmente, por pistas químicas presentes na água e, embora as pistas visuais sejam 
importantes para a agregação a conspecíficos, estas isoladamente não são suficientes 
para discriminar parentes de não-parentes (revisto em Blaustein & Waldman, 1992). 
De acordo com Blaustein (1988), a variação interespecífica nas capacidades de 
reconhecimento observadas em estudos laboratoriais pode estar relacionada com a 
ecologia e com as histórias de vida das espécies. A discriminação do parentesco deverá 
ser favorecida por selecção apenas se a probabilidade de se encontrar indivíduos da 
mesma família for relativamente elevada e se a constituição de agregações familiares for 
benéfica. As características da dispersão e da segregação espacial, o tipo de oviposição 
e a dimensão e densidade das populações de girinos deverão ser tidas em conta no 
estudo da capacidade de reconhecimento de parentesco, uma vez que condicionam a 
probabilidade da ocorrência de interacções entre indivíduos aparentados (Blaustein, 
1988).   
A formação de agregações pode trazer algumas vantagens, nomeadamente, o 
aumento da eficácia da procura de alimento (e. g. Beiswenger, 1975), a termorregulação 
(Surosa, 2006), o aumento do crescimento (Hokit & Blaustein, 1997; Girish & 
Saidapur, 1999) e a evitação a predadores (e. g. Waldman & Adler, 1979; Watt et al., 
1997; Spieler & Linsenmair, 1999). No entanto, a funcionalidade do reconhecimento de 
parentesco em girinos é ainda pouco compreendida, na medida em que as referidas 
vantagens da formação de agregações são obtidas pelos indivíduos que as integram, 
independentemente do seu grau de parentesco. Contudo, no contexto da teoria de 
Hamilton (1964), os organismos podem associar-se preferencialmente com os seus 
parentes, aumentando a sua fitness inclusiva através da maior taxa de sobrevivência dos 
membros do grupo. Deste modo, o reconhecimento de parentesco pode facilitar a 
formação e manutenção destas agregações de familiares (Blaustein, 1988).  
 Em algumas espécies de anfíbios anuros, as larvas libertam pistas de alarme 
quando atacadas por um predador, advertindo os familiares da sua presença, se estes se 
encontrarem no mesmo grupo (e. g. Hews & Blaustein, 1985; Gonzálo et al., 2007, 
2009). O modelo da selecção de parentesco permite também explicar a evolução de 
algumas estratégias anti-predação, nomeadamente, a coloração aposemática, a 
toxicidade e o mau paladar para predadores, encontradas em algumas espécies de 
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anfíbios anuros (e.g. B. americanus). Neste caso, se houver formação de agregações 
familiares, quando um dos membros é predado, o predador irá evitar alimentar-se 
novamente de indivíduos desse grupo, proporcionando o aumento da frequência do gene 
que codifica para o mau paladar e toxicidade, por selecção de parentesco (Blaustein, 
1988). Watt et al. (1997) observaram que girinos de B. bufo se associaram mais na 
presença de pistas químicas de um predador, aumentando ainda mais a sua agregação 
quando o grupo era constituído apenas por indivíduos irmãos.  
 
Pelophylax perezi 
 
 Pelophylax perezi (Seoane, 1885), pertencente à família Ranidae, corresponde à 
espécie mais difundida e abundante da anfibiofauna portuguesa e, consequentemente, 
trata-se da espécie, cuja redução dos números efectivos é mais evidente (Ferreira & 
Crespo, 2003). Os girinos desta espécie alimentam-se, essencialmente, de algas, detritos 
e fanerogâmicas, habitando tipicamente o fundo dos corpos de água (Díaz-Paniagua, 
1985). Uma vez que os girinos se desenvolvem, principalmente, no final da Primavera e 
no Verão, altura em que a disponibilidade de recursos é menor, a sua dieta apresenta 
baixos níveis de diversidade (Díaz-Paniagua, 1985), possuindo, por isso, grande 
capacidade de natação e níveis de actividade elevados que lhes permitem uma maior 
exploração dos recursos alimentares (Díaz-Paniagua in Egea-Serrano, 2006).  
Poucos trabalhos foram realizados para estudar os comportamentos social, de 
agregação e de anti-predação dos girinos desta espécie. Gómez-Mestre & Keller (2003) 
observaram o comportamento de girinos de P. perezi, em condições de mesocosmos, na 
presença de um predador (Mauremys leprosa) e constataram que os girinos exibiam 
comportamentos de fuga em trajectos curtos e rápidos. Para além desta defesa etológica, 
as larvas desta espécie revelaram-se de mau paladar para o referido predador. 
Adicionalmente, Richter-Boix et al. (2007) observaram que a exposição a predadores, 
em condições laboratoriais, provocava uma redução do nível de actividade dos girinos. 
Gonzálo et al. (2007) verificaram que os girinos de Pelophylax perezi possuem a 
capacidade de reconhecer um peixe não-predador como perigoso, após a associação das 
pistas químicas deste a pistas de alarme de conspecíficos.  
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Objectivos 
 
O presente trabalho teve como principal objectivo o estudo do comportamento 
social de girinos de Pelophylax perezi, nomeadamente a capacidade de reconhecimento 
de parentesco, a influência de uma associação prévia com outros indivíduos na 
discriminação posterior dos mesmos e a tendência para os animais se agregarem a 
conspecíficos, tanto na ausência, como na presença de pistas de alarme de outros 
girinos, simulando uma situação de risco de predação.  
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MATERIAL E MÉTODOS 
 
Colheita das posturas de ovos 
 
Nos dias 24 e 25 de Junho de 2009, foram colectadas sete posturas de ovos de 
Pelophylax perezi, encontradas em charcos naturais e semi-naturais no Parque Nacional 
da Peneda-Gerês. As posturas foram colhidas em diferentes locais distantes uns dos 
outros, de modo a evitar que exista algum grau de parentesco entre elas. Foram 
considerados como uma única postura apenas os ovos que se encontravam totalmente 
agregados uns aos outros, garantido, assim uma elevada probabilidade de que os seus 
progenitores fossem os mesmos.  
Quando da recolha das posturas, registou-se o número de ovos de cada uma, 
assim como o seu estádio de desenvolvimento (Tabela I), de acordo com Gosner (1960).  
 
Tabela I. Posturas colhidas: número de ovos e estádio de desenvolvimento aquando da sua colheita. 
Postura 
Número de 
ovos 
Estádio de desenvolvimento 
(Gosner, 1960) 
A 256 15 a 17 
B 438 15 a 16  
C 74 08 a 10 
D 31 19 
E 87 18 a 19 
G 109 12 a 14 
H 64 9 a 11 
 
Os ovos foram transportados para o laboratório, no Museu Nacional de História 
Natural de Lisboa, em caixas de plástico com água colhida do charco onde cada postura 
foi colectada.  
 
Devido ao maior número de ovos presente nas posturas A e B, apenas os girinos 
provenientes destas foram utilizados como girinos-teste nas experiências realizadas, 
tendo sido os restantes utilizados nos testes como grupos de girinos-estímulo não- 
-irmãos. 
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Experiências realizadas 
De modo a analisar a existência de possíveis enviesamentos do sistema 
experimental na escolha por parte dos girinos-teste, realizou-se a experiência de 
controlo (experiência 1), onde não foram utilizados girinos-estímulo. De seguida, com o 
objectivo de analisar a capacidade de reconhecimento de parentesco, girinos criados em 
isolamento social (experiência 2) e girinos criados com irmãos (experiência 3) foram 
sujeitos aos testes de escolha, utilizando como grupos de estímulo girinos irmãos e não-
-irmãos, ambos desconhecidos, isto é, com os quais nunca houve contacto prévio.  
Posteriormente, analisou-se a capacidade de reconhecimento de indivíduos por 
associação prévia ou familiaridade (experiência 4). Nesta experiência, foram utilizados 
como girinos-estímulo irmãos conhecidos, isto é, indivíduos com quem os girinos-teste 
foram criados, e irmãos desconhecidos, com os quais nunca estabeleceram um contacto 
prévio, elimando desta forma a influência do parentesco na escolha dos girinos-teste. 
 O estudo da existência de uma tendência para a agregação a conspecíficos foi 
realizado, com base nos métodos utilizados por Blaustein & O’Hara (1987) e Nicieza 
(1999), utilizando apenas um grupo de girinos-estímulo no aquário de teste de escolha. 
A resposta comportamental dos girinos-teste foi, então, analisada, averiguando se estes 
mostraram ou não preferência pela associação a outros indivíduos, tanto na ausência de 
pistas de alarme de conspecíficos (experiência 5), como na sua presença (experiência 6), 
como forma de simular o ataque de um predador. A seguinte tabela (Tabela II) 
apresenta resumidamente quais os girinos-teste e os grupos de girino-estímulo utilizados 
em cada uma das experiências. 
 
Tabela II. Resumo dos girinos-teste e dos girinos-estímulo, utilizados nas experiências realizadas. 
Experiência Girinos-teste Girinos-estímulo 
1 - Controlo Criados com irmãos 
—                                                                            
— 
2- Reconhecimento de parentesco em girinos 
criados em isolamento social 
Criados em isolamento social 
Irmãos desconhecidos                                             
Não-irmãos desconhecidos 
3 - Reconhecimento de parentesco em girinos 
criados com irmãos 
Criados com irmãos 
Irmãos desconhecidos                                            
Não-irmãos desconhecidos 
4 Reconhecimento por associação prévia entre 
os indivíduos 
Criados com irmãos 
Irmãos conhecidos                                               
Irmãos desconhecidos 
5 - Agregação a conspecíficos na ausência de 
pistas de alarme 
Criados com irmãos 
Irmãos conhecidos                                                     
— 
6 - Agregação a conspecíficos na presença de 
pistas de alarme 
Criados com irmãos 
Irmãos conhecidos                                                  
—   
— Compartimento de estímulo do aquário de teste vazio 
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Regimes de criação 
  
No laboratório, de forma a ser possível a realização das experiências 
anteriormente referidas e constituir os diferentes tipos de girinos-teste e girinos- 
-estímulo, os ovos das posturas A e B foram sujeitos a dois regimes de criação distintos: 
com irmãos e em isolamento social. 
Os ovos criados com irmãos foram colocados em aquários de vidro de 98 litros 
(80 cm x 35 cm x 35 cm), com cerca de 8 a 9 litros de água da torneira, previamente 
envelhecida, e com uma pedra difusora de oxigénio, numa densidade de 22 e de 25 
girinos/litro para a postura A e B, respectivamente.  
De cada uma das posturas, foram separados 30 ovos e sujeitos ao regime de 
isolamento social, colocando cada um deles num copo de plástico opaco de 0.33 litros 
com 0.10 litros de água da torneira, previamente envelhecida.  
Por fim, de forma a constituir um grupo de girinos irmãos mas desconhecidos 
para os girinos-teste, retirou-se de cada uma das posturas, 80 ovos que foram colocados 
em dois aquários (A2 e B2, respectivamente), sendo criados separadamente dos 
restantes girinos da sua postura. 
 
Manutenção dos animais 
 
Os ovos e, posteriormente, os girinos foram mantidos a 26.0ºC de temperatura 
média da água dos aquários, numa sala cuja temperatura média ambiente é de 27.0ºC e 
sob um fotoperíodo de 14D:10N.  
A água dos aquários e dos copos de isolamento foi sendo parcialmente renovada 
de 7 em 7 dias. Quando atingiram o estádio 25 (Gosner, 1960), a partir do qual se inicia 
a alimentação exógena, os girinos foram alimentados diariamente num regime ad 
libitum com flocos comerciais para peixes vermelhos (Carassius auratus).  
De modo a evitar a contaminação da água dos aquários com pistas químicas 
provenientes de outros girinos, utilizaram-se, para o manuseamento dos animais, 
camaroeiros exclusivos para cada aquário e desinfectou-se, entre utilizações, todo o 
restante material, com álcool a 70%. O manuseamento directo dos animais com as mãos 
foi efectuado com luvas de vinil sem pó (Cashins et al., 2008). 
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Quando os girinos atingiam o estádio 42, correspondente ao aparecimento dos 
membros anteriores e ao início do processo de absorção da cauda, eram colocados em 
terrários com uma pequena porção de água.  
Findo o trabalho de laboratório, todos os girinos e os animais recém- 
-metamorfoseados foram devolvidos aos seus respectivos locais de origem.  
 
Aquário de teste 
 
As experiências de preferência de associação foram realizadas num aquário de 
teste de escolha, medindo 122 cm x 60 cm x 30 cm (Figura 1), construído com base no 
utilizado primeiramente por O’Hara & Blaustein (1981). O aquário foi dividido 
longitudinalmente em duas metades por uma placa de vidro opaco, permitindo a 
realização de dois testes independentes em simultâneo. Em cada um dos referidos lados 
do aquário, colocaram-se duas redes de plástico de malha de 1.5 mm, a 16 cm de cada 
extremidade, dividindo-o em três compartimentos: um de teste com 90 cm e dois de 
estímulo nas extremidades, onde eram alojados os girinos-estímulo, durante os testes de 
escolha. A rede plástica permitiu uma comunicação multicanal, ou seja, a percepção de 
pistas visuais, acústicas e químicas entre o girino-teste e os grupos de estímulo. Por sua 
vez, o compartimento de teste, foi dividido em três secções iguais (30 cm) delimitadas 
por linhas desenhadas na base do aquário, constituindo, deste modo, duas zonas de 
escolha e uma neutra. De forma a facilitar o registo das observações foram atribuídas 
letras às duas metades longitudinais do aquário (a e b) e numeração (1 e 2) às zonas de 
escolha e aos respectivos compartimentos de estímulo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Desenho tridimensional do aquário de testes de escolha, onde é visível a separação longitudinal 
do aquário por uma placa de vidro opaca e a delimitação por redes dos compartimentos de estímulo nas 
extremidades. 
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Figura 2. Aquário de testes visto de cima, onde estão representadas as suas metades longitudinais  (a e b) 
e as secções do compartimento de teste (duas zonas de escolha e uma zona neutra). 
 
Protocolo experimental 
 
As experiências de preferência de associação tiveram início quando os girinos 
atingiram, aproximadamente, o estádio 25 (Gosner, 1960) e foram realizadas entre os 
dias 17 de Julho e 15 de Agosto de 2009. O protocolo das experiências 2, 3 e 4 foi 
delineado com base nos trabalhos de Blaustein & O’Hara (revisto em Blaustein & 
O’Hara, 1986a), tendo o das experiências 5 e 6 sido baseado no protocolo de Blaustein 
& O’Hara (1987). 
Antes de cada teste, encheram-se as metades do aquário de teste com água da 
torneira previamente envelhecida até uma altura de 5.5 cm, perfazendo um total de 
20.13 litros em cada metade do aquário. De seguida, com excepção da experiência 
controlo, foram colocados, nos compartimentos das extremidades, 25 girinos-estímulo 
retirados aleatoriamente dos aquários de criação, de acordo com a experiência em curso, 
sendo que nas experiências de agregação a conspecíficos (5 e 6), apenas se colocaram 
girinos num dos compartimentos. De modo a permitir o condicionamento da água com 
as suas pistas químicas, os girinos-estímulo foram deixados em repouso, durante um 
período de 15 minutos, após o qual foi colocado no centro da zona neutra um girino, 
cujo comportamento foi filmado durante 30 minutos, utilizando uma câmara de filmar 
(Sanyo VPC-FH1). Os primeiros 10 minutos dos vídeos obtidos correspondem ao 
período de aclimatação do girino-teste. A partir do 10º minuto, o comportamento do 
girino-teste foi observado continuamente durante 20 minutos e, com recurso ao software 
Zona 
neutra 
Zona de 
escolha 
1 
Zona de 
escolha 
2 
30 cm 30 cm 30 cm 
a 
b 
Compartimentos de estímulo 
Compartimento de teste 
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JWatcher Versão 1.0 (Blumstein et al., 2000), registou-se o tempo passado em cada 
uma das secções do compartimento de teste, como medida de preferência de associação 
por parte do girino, e o número de vezes que mudou de secção, como medida do seu 
nível de actividade. Após cada teste, registou-se o estádio de desenvolvimento do 
girino-teste. 
Para cada postura realizaram-se 16 testes de cada uma das 6 experiências, com 
excepção da experiência 2 para a postura B, tendo esta apenas 15 testes, uma vez que 
metade dos girinos em isolamento social morreu antes do início das experiências.  
Entre cada teste, o aquário foi esvaziado e seco, de modo a eliminar pistas 
químicas dos girinos utilizados no teste anterior. A posição de cada grupo de girinos-     
-estímulo foi sendo alternada entre ambos os compartimentos de estímulo do aquário e 
os girinos-estímulo mudados entre cada teste. Cada girino foi testado apenas uma vez, 
sendo colocado num aquário distinto daquele de onde proveio.  
Todos os testes de todas as experiências foram efectuados numa sala diferente da 
dos regimes de criação, com uma temperatura ambiente de 26.5ºC, sendo 25.0ºC a 
temperatura média da água do aquário de teste.  
 
Preparação do estímulo químico (pista de alarme) 
 
Para a experiência 6, em que foi analisado o comportamento dos girinos na 
presença de pistas químicas de alarme de conspecíficos, utilizaram-se girinos (de 
comprimento ±dp=3,6±0,3 cm) irmãos conhecidos dos girinos-teste, para a preparação 
deste estímulo químico, com base no método de Gonzálo et al. (2007, 2009). 
Nos dias em que foram efectuados os testes da experiência 6, dois girinos foram 
eutanaziados com uma pancada repentina na cabeça, de modo a evitar o mais possível o 
sofrimento dos animais (ASIH, 2004). Não foi possível a administração prévia de 
anestésicos, uma vez que estes poderiam interferir com os estímulos químicos naturais 
dos girinos e, consequentemente, nos resultados dos testes. De seguida, procedeu-se à 
maceração dos girinos numa caixa de Petri em 5 ml de água destilada. A solução obtida 
foi filtrada para um gobelé, de modo a remover as partículas sólidas da água de 
estímulo, e adicionaram-se 200 ml de água destilada. Aquando da colocação dos 
girinos-estímulo num dos compartimentos das extremidades do aquário de teste, foram 
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adicionados à água do aquário 30 ml da solução preparada, esperando-se igualmente os 
15 minutos já referidos para o acondicionamento da água com as pistas químicas.  
 
Tratamento estatístico 
 
 Uma vez que o objectivo deste estudo é a análise da preferência de associação dos 
girinos-teste aos girinos-estímulo, apenas as zonas de escolha do compartimento de 
teste foram consideradas no tratamento estatístico, excluindo-se da análise o tempo 
despendido na zona neutra, considerado como a uma não-resposta do indíviduo.  
 Em primeiro lugar, realizou-se a análise exploratória dos dados do número de 
vezes que os girinos mudaram de secção da arena de teste e do tempo total (em 
segundos) despendido nas zonas de escolha, analisando-se os dados graficamente e 
registando-se a média, o desvio padrão (dp) e a mediana.  
 Com o objectivo de verificar o cumprimento dos pressupostos dos testes 
paramétricos, utilizaram-se os testes de Shapiro-Wilk e de Levene para avaliar, 
respectivamente, a normalidade e a homogeneidade de variâncias das amostras. 
 De modo a comparar o tempo total despendido nas duas zonas de escolha, 
utilizaram-se testes de comparação de duas amostras emparelhadas, uma vez que estas 
são constituídas por valores referentes aos mesmos indivíduos. Consoante o 
cumprimento dos pressupostos, recorreu-se ao teste t de amostras emparelhadas ou ao 
teste de Wilcoxon, o seu correspondente não-paramétrico, ambos para testar a hipótese 
nula do tempo despendido em ambas as zonas de escolha não diferir. A comparação do 
tempo despendido em cada zona de escolha foi realizada para todas as experiências, 
considerando-se, primeiro, o conjunto das duas posturas e, posteriormente, cada uma em 
separado.  
   Para determinar a influência das condições de criação dos indivíduos na 
capacidade de reconhecimento de parentesco, recorreu-se ao teste não-paramétrico de 
Mann-Whitney, cuja hipótese nula é a igualdade do tempo despendido na zona de 
escolha dos irmãos desconhecidos pelos girinos criados em isolamento e pelos criados 
com irmãos (experiências 2 e 3). Do mesmo modo, esta comparação foi realizada 
também para as experiências de agregação (5 e 6), mas com recurso ao teste t para 
amostras independentes, sendo a hipótese nula a igualdade do tempo despendido na 
zona do lado com girinos, na presença e na ausência de pista de alarme. 
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 Adicionalmente, como medida da preferência de associação, foi comparado o 
número de girinos que despenderam mais de metade do seu tempo de resposta (não 
despendido na zona neutra) numa das zonas de estímulo, através de um teste binomial. 
 A comparação do nível de actividade dos indivíduos foi efectuada, novamente, 
com recurso ao teste de Mann-Whitney, sendo a hipótese nula a igualdade do número de 
mudanças de secção do compartimento de teste entre posturas na mesma experiência, 
entre girinos testados para a preferência de associação a irmãos e não-irmãos 
desconhecidos (experiência 2 e 3) e entre girinos na presença e ausência de pista alarme 
(experiências 5 e 6).  
 Por fim, uma vez que os girinos-teste aquando da realização das experiências, se 
encontraram em estádios de desenvolvimento muito variados, avaliaram-se os 
coeficientes de correlação, de forma a identificar uma possível influência das fases 
larvares nos tempos de resposta em cada zona de escolha. Quando os pressupostos 
foram cumpridos utilizou-se o coeficiente de correlação de Pearson (r), e o de Spearman 
(ρ) no caso contrário.  
 Uma vez que não se sabe a priori se existe tendência para os indivíduos 
permanecerem mais tempo numa das zonas de estímulo do que na outra, todos os testes 
de comparações foram realizados considerando duas caudas de distribuição de 
probabilidades com um nível de significância de 0.05. Toda a análise estatística foi 
efectuada, recorrendo ao software Statistica 8 (StatSoft, 2008).  
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RESULTADOS 
 
Experiência 1 – Controlo 
 Durante a experiência de controlo, verificou-se que os indivíduos, no total das 
duas posturas, permaneceram, em média, mais tempo na zona de escolha 2 
(±dp=495.3±262.2 s) do que na 1 (±dp=448.2±262.7 s) (Tabela III). Considerando as 
duas posturas separadamente, os girinos da postura A despenderam mais tempo na zona 
1 (±dp=526.7±317.3 s), ao contrário dos indivíduos da postura B para os quais a média 
do tempo de permanência na zona 2 foi maior (±dp=507.8±245.5 s). 
 Contudo, através da realização do teste t, as referidas diferenças nas médias do 
tempo de permanência em ambas as secções, não se mostraram significativas para 
conjunto das duas posturas (t=0,525, gl=31, P>0.60 não significativo) (Tabela III). O 
mesmo resultado foi obtido na comparação do tempo total despendido pelos girinos das 
posturas A e B, separadamente, nas zonas de escolha 1 e 2, não sendo igualmente 
significativas as diferenças nas médias do tempo (T=61, P>0.70 não significativo, para 
a postura A; T=47, P>0.20 não significativo, para a postura B). Relativamente ao 
número de girinos que passou mais de metade do seu tempo de resposta numa das zonas 
de escolha, verificou-se uma diferença de apenas dois indivíduos que passaram mais 
tempo na zona 2, no total dos testes realizados.  
 
Tabela III. Estatística descritiva (média e desvio padrão) e probabilidades (p-values) associados à 
estatítica do teste t e do teste de Wilcoxon, utilizados consoante o cumprimento dos pressupostos das 
amostras comparadas para a experiência 1 (Controlo). 
   Nº de indíviduos que 
passaram maior 
parte do tempo na: 
Binomial 
Tempo (s) total de 
permanência                           
Média                                       
(± Desvio Padrão) 
Teste t  
Teste de 
Wilcoxon 
      
Postura 
Estádio de 
desenvolvimento 
(Gosner, 1960) 
N 
Zona de 
escolha 1 
Zona de 
escolha 2 
 
P Zona de 
escolha 1 
Zona de 
escolha 2 
t                      
(P) 
T            
(P) 
A 31-38 16 8 8 ns 
526.7 
(±317.3) 
482.8 
(±285.4) 
— 
61                 
(ns) 
B 28-36 16 7 9 ns 
369.7 
(±169.6) 
507.8 
(±245.5) 
— 
47                
(ns) 
A e B 28-38 32 15 17 ns 
448.2 
(±262.7) 
495.3 
(±262.2) 
0.525           
(ns) 
— 
ns: P > 0.05; —: não foi realizado o teste; N: refere-se ao número total de indivíduos testados 
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Experiências 2 e 3 – Reconhecimento de parentesco 
 
 Como se pode observar no gráfico da Figura 3 e na Tabela IV, os girinos de 
ambas as posturas, criados em isolamento social, permaneceram, em média períodos de 
tempo próximos em ambas as zonas de escolha, sendo este período ligeiramente maior 
na zona dos girinos-estímulo não-irmãos (±dp=331.6±320.8 s) do que na zona dos 
indivíduos irmãos (±dp=289.3±261.0 s). A mesma tendência se verificou para os 
girinos pertencentes apenas à postura A, passando, em média, 271.5 s (±401.8 dp) no 
lado dos girinos não-irmãos e 189.7 s (±276.2 dp) no dos irmãos. Alguns indivíduos 
desta postura, permaneceram todo o intervalo de tempo do decorrer do teste na zona 
neutra, pelo que as medianas do tempo total de permanência (Figura 4a)) em ambas as 
zonas de escolha são muito baixas, comparativamente com a postura B e o conjunto das 
duas. Os reduzidos tempos de resposta de alguns indivíduos da postura A levaram 
também à existência de uma maior variação dos valores do tempo total de permanência, 
comparativamente à postura B. 
 Quanto à experiência 3, na qual foi analisada a capacidade dos indivíduos 
criados com irmãos discriminarem os seus parentes, é possível observar, na Figura 3 e 
na Tabela IV, uma evidente proximidade dos valores das médias do tempo total 
despendido pelos girinos-teste em ambas as zonas de escolha (de irmãos e não-irmãos, 
ambos desconhecidos), principalmente se for considerado o conjunto das duas posturas 
(±dp=434.6±181.5 s, na zona de escolha dos irmãos e ±dp=443.1±237.1 s, na zona 
dos não-irmãos). Os girinos-teste criados com irmãos apresentaram médias do tempo 
total de permanência nas zonas de escolha, aparentemente, superiores às observadas 
para os girinos criados em isolamento social. Já para a experiência 3, os valores do 
tempo total de permanência são mais aproximados, com menos variância do que na 
experiência 2, como se observa por comparação dos gráficos das Figuras 4a) e 4b).  
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Figura 3. Média do tempo total de permanência nas zonas de escolha de irmãos e não-irmãos 
desconhecidos (ID e NID, respectivamente) dos girinos das duas posturas e do seu total, criados em 
isolamento e com irmãos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Caixas-de-bigodes representantes da distribuição (mediana, mínimo, máximo e outliers) dos 
valores do tempo total de permanência nas zonas de escolha de irmãos e não-irmãos desconhecidos (ID e 
NID, respectivamente), por parte dos girinos criados a) em isolamento social (experiência 2) e b) com 
irmãos (experiência 3), considerando o conjunto das duas posturas e estas individualmente.  
a) b) 
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 A Tabela IV apresenta os resultados dos testes de comparação de duas amostras 
emparelhadas, utilizados para comparar o tempo total que os girinos-teste criados em 
regime de isolamento social ou com irmãos, despenderam em cada uma das zonas de 
escolha. 
 O teste de Wilcoxon, confirmou que os girinos, das duas posturas, utilizados na 
experiência 2, não apresentaram diferenças significativas no tempo que despenderam 
em ambas as zonas de escolha (T=160, P>0.65), não sendo também significativo o 
número de girinos que passou mais de metade do seu tempo de resposta em cada uma 
das zonas de escolha (P>0.05). Considerando-se as posturas A e B, separadamente, 
estas diferenças também não foram significativas (T=27, P>0.50, para a postura A; 
T=54, P>0.70, para a postura B, Tabela IV). Os girinos-teste que passaram todo o seu 
tempo na zona neutra não entraram na contagem do número de indivíduos que 
despendeu maior período de tempo numa das zonas de escolha. 
 O resultados dos testes t (Tabela IV), realizados no sentido de comparar o tempo 
despendido pelos girinos em ambas as zonas de escolha por parte dos girinos criados 
com irmãos (experiência 3), comprovou que não existem diferenças significativas entre 
estes valores, para o conjunto das duas posturas (t=0.121, gl=31, P>0.90) e para estas 
individualmente (t=0.117, gl=15, P>0.90, para a postura A; t=0.224, gl=15, P>0.80, 
para a B). Considerando o total das posturas, o número de girinos que passou a maior 
porção do seu tempo de resposta numa das zonas de escolha não diferiu 
significativamente (P>0.05), tendo 15 indivíduos despendido mais tempo na zona do 
lado dos irmãos e 17 na zona dos não irmãos. 
 O teste de Mann-Whitney, utilizado para comparar o tempo médio que os girinos 
criados em isolamento e os criados com irmãos permaneceram na zona de escolha dos 
irmãos, revelou que existem diferenças significativas entre estes valores, quando 
considerado o conjunto das duas posturas (U=303.0, P=0.008) e apenas a postura A 
(U=41.0, P=0.001). Já para os girinos da postura B, as diferenças entre o tempo passado 
perto dos indivíduos irmãos nas experiências 2 e 3, não foram significativas (U=104.0, 
P>0.50). 
 
  
Tabela IV. Estatística descritiva (média e desvio padrão) e probabilidades (p-values) associados à estatítica do teste t e do teste de Wilcoxon, utilizados consoante o 
cumprimento dos pressupostos das amostras comparadas para a  experiência 2 (estudo do reconhecimento de parentesco de girinos criados em regime de isolamento social) e 
para a experiência 3 (reconhecimento de parentesco de girirnos criados com irmãos). 
 
   Nº de indíviduos que 
passaram maior parte 
do tempo na: 
Binomial 
Tempo (s) total de permanência                           
Média                                                     
(± Desvio Padrão) 
Teste t
Teste de 
Wilcoxon 
       
Girinos 
testados 
Postura 
Estádio de 
desenvolvimento 
(Gosner, 1960) 
N 
Zona de 
escolha 
ID 
Zona de 
escolha 
NID 
P 
Zona de escolha      
ID 
Zona de escolha   
NID 
t                                      
(P) 
T                                  
(P) 
C
ri
ad
o
s 
em
 i
so
la
m
en
to
 
(E
x
p
er
iê
n
ci
a 
2
) 
A 26-36 16 6 5 ns 
189.7               
(±276.2) 
271.5                
(±401.8) 
— 
27                                          
(ns) 
B 25-32 16 7 8 ns 
395.5             
(±202.1) 
395.8  
(±197.5) 
— 
54   
(ns) 
A e B 25-36 32 13 13 ns 
289.3              
(±261.0) 
331.6             
(±320.8) 
— 
160                                          
(ns) 
C
ri
ad
o
s 
co
m
 i
rm
ão
s 
(E
x
p
er
iê
n
ci
a 
3
) 
A 33-36 16 8 8 ns 
432.8            
(±138.0) 
423.5              
(±206.4) 
0.117                      
(ns) 
— 
B 28-34 16 7 9 ns 
436.4          
(±221.4) 
462.7           
(±269.8) 
0.224              
(ns) 
— 
A e B 28-36 32 15 17 ns 
434.6              
(±181.5) 
443.1          
(±237.1) 
0.121               
(ns) 
— 
ns: P>0.05; —: não foi realizado o teste; N: número total de indivíduos testados; ID: grupo de girinos-estímulo constituído por indivíduos irmãos desconhecidos para o girino-
-teste;  NID: grupo de girinos-estímulo constituído por indivíduos não-irmãos desconhecidos para o girino-teste 
2
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Experiência 4 – Reconhecimento por associação prévia entre indivíduos  
 
 No estudo da preferência de associação a irmãos com quem os girinos-teste 
partilharam o ambiente de criação ou a irmãos com quem nunca foi estabelecido um 
contacto prévio (experiência 4), os indivíduos pertencentes à postura A despenderam, 
em média, mais tempo na proximidade dos irmãos conhecidos (±dp=514.0±219.2 s), 
contrariamente aos da postura B, que passaram mais tempo perto dos irmãos 
desconhecidos (±dp=469.4±312.6 s), como se pode observar no gráfico da Figura 5a) e 
na Tabela V. No total das duas posturas, os girinos, permaneceram, em média, períodos 
de tempo muito próximos nas zonas de estímulo perto de indivíduos irmãos conhecidos 
(±dp=458.3±217.7 s) e desconhecidos (±dp=459.7±258.5 s). Relativamente à 
variação do tempo total de permanência, analisando-se o gráfico da Figura 5b), observa-
-se que o intervalo dos valores foi maior na zona de escolha de irmãos desconhecidos, 
embora as medianas do conjunto de valores sejam próximas, encontrando-se entre os 
400 e os 500 s.  
 
 
 
 
 
 
 
            
            
 
 
 
 
Figura 5. a) Média e b) caixas-de-bigodes representantes da distribuição (mediana, mínimo, máximo e 
outliers) dos valores de tempo total de permanência nas zonas de escolha de irmãos conhecidos (IC) e 
desconhecidos (ID), por parte dos girinos do conjunto das duas posturas e destas separadamente. 
  
a) b) 
Postura A 
Postura B 
Posturas A e B 
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 De acordo com os resultados dos testes t, apresentados na Tabela V, não se 
observaram diferenças significativas entre o tempo despendido na proximidade dos 
irmãos conhecidos e o tempo passado perto dos irmãos desconhecidos, para a amostra 
total dos girinos (t=0.018, gl=31, P>0.95), para a postura A (t=0.635, gl=15, P>0.50) e 
para a B (t=0.518, gl=15, P>0.60). Também as diferenças entre o número de girinos que 
passou mais tempo na zona do lado dos irmãos com quem partilhou o ambiente de 
criação e do lado dos irmãos desconhecidos, não foram significativas (P>0.05). 
Tabela V. Estatística descritiva (média e desvio padrão) e probabilidades (p-values) associadas à 
estatítica do teste t, para a experiência 4 (estudo do reconhecimento por associação prévia). 
   
Nº de indíviduos 
que passaram 
maior parte do 
tempo na: 
Binomial 
Tempo (s) total de 
permanência                           
Média                                       
(± Desvio Padrão) 
Teste t  
      
Postura 
Estádio de 
desenvolvimento 
(Gosner, 1960) 
N 
Zona de 
escolha 
IC 
Zona de 
escolha 
ID 
P 
Zona de 
escolha 
IC 
Zona de 
escolha   
ID 
t                          
(P) 
A 33-38 16 9 7 ns 
514.0 
(±219.2) 
450.1 
(±200.4) 
0.635              
(ns) 
B 26-34 16 8 8 ns 
402.6 
(±208.0) 
469.4 
(±312.6) 
0.518                  
(ns) 
A e B 26-38 32 17 15 ns 
458.3 
(±217.7) 
459.7 
(±258.5) 
0.018                       
(ns) 
ns: P > 0.05; —: não foi realizado o teste; N: número total de indivíduos testados; IC: grupo de girinos- 
-estímulo constituído por indivíduos com quem os girinos-teste partilharam o ambiente de criação 
(conhecidos); ID: grupo de girinos-estímulo constituído por indivíduos irmãos desconhecidos para o 
girino-teste 
 
Experiências 5 e 6 – Agregação a conspecíficos, na ausência e na presença de pistas 
de alarme 
 
 Na experiência 5, em que foi estudada a tendência para a agregação a 
conspecíficos na ausência de pistas de alarme, tanto os girinos do conjunto das duas 
posturas, como destas individualmente, apresentaram valores médios do tempo de 
permanência nas zonas de escolha com e sem girinos muito próximos, como se observa 
na Figura 6 e na Tabela VI. A caixa-de-bigodes da Figura 7a), mostra que o intervalo de 
valores de tempo de permanência total em ambas as zonas de escolha é sensivelmente 
semelhante, principalmente se for comparado para o total das posturas e entre tempos da 
mesma postura.  
24 
 
0
100
200
300
400
500
600
700
M
éd
ia
 d
o
 t
em
p
o
 t
o
ta
l 
d
e 
p
er
m
an
ên
ci
a 
(s
)
 No que concerne à experiência 6, cujo objectivo era o mesmo da experiência 5, 
mas com pistas de alarme de conspecíficos condicionadas na água do aquário de teste, 
os valores médios do tempo de permanência em ambas as zonas de escolha já foram 
mais variados, tendo a postura A despendido mais tempo na zona perto dos 
conspecíficos (±dp=621.9±346.9 s), ao contrário da B que passou mais tempo na zona 
oposta (±dp=578.8±222.1 s) (Tabela VI). Estas diferenças podem ser observadas no 
gráfico da Figura 6, embora, se for considerado o total das duas posturas, a diferença 
entre a média do tempo de permanência nas zonas de escolha já não é tão evidente 
(±dp=522.3±305.3 s, para a zona de escolha de conspecíficos; ±dp=485.2±279.1 s, 
para a zona de escolha oposta). Pela análise do gráfico da Figura 7b), constata-se que a 
variação dos valores de tempo total de permanência para a experiência 6 é muito 
elevada. 
 
 
 
           
 
 
 
 
 
Figura 6. Média do tempo total de permanência nas zonas de escolha do compatimento com girinos (CG) 
e do compartimento sem girinos (SG) dos girinos das duas posturas e do seu total, na ausência 
(experiência 5) e na presença de estímulo químico (experiência 6). 
 
 
 
 
SG CG CG SG 
Sem pista  
de alarme 
 
Zonas de escolha 
Com pista  
de alarme 
Postura A 
Postura B 
Posturas A e B 
25 
 
Com girinos Sem girinos
Zonas de escolha
-200
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
Com girinos Sem girinos
Zonas de escolha
-200
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
T
e
m
p
o
 t
o
ta
l 
d
e
 p
e
rm
a
n
ê
n
c
ia
 (
s)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Caixas-de-bigodes representantes da distribuição (mediana, mínimo, máximo e outliers) dos 
valores do tempo total de permanência nas zonas de escolha perto dos compartimentos com e sem girinos, 
a) na ausência (experiência 5) e b) na presença (experiência 6) de pista de alarme, considerando o 
conjunto das duas posturas e estas individualmente.  
 
  
No total dos indivíduos das duas posturas, as diferenças do tempo passado na 
zona de escolha de conspecíficos e na zona oposta a estes não foram consideradas 
significativas pelos testes t, quer na ausência de pistas de alarme (t=0.493, gl=31, 
P>0.60), quer na sua presença (t=0.370, gl=31, P>0.70). Mesmo considerando as 
posturas separadamente, as diferenças de tempo entre as zonas de escolha na presença 
de estímulo químico que, pela análise gráfica, eram as mais evidentes, não foram 
significativas (t=1.468, gl=15, P>0.15, para a postura A; t=1.433, gl=15, P>0.15, para a 
postura B). 
 O teste t para amostras independentes, realizado no intuito de compreender se o 
tempo passado perto de conspecíficos diferia na ausência e na presença do estímulo 
químico, revelou que as diferenças não são significativas entre os resultados obtidos nas 
duas experiências (t=0.466, gl=62, P>0.60).  
 
a) b) 
Postura A 
Postura B 
Posturas A e B 
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Tabela VI. Estatística descritiva (média e desvio padrão) e probabilidades (p-values) associados à estatítica do teste t, para o estudo da tendência de agregação a conspecíficos 
na ausência de pista de alarme (experiência 5) e na presença desta (experiência 6). 
 
   Nº de indíviduos que 
passaram maior parte do 
tempo na 
Binomial 
Tempo (s) total de permanência                           
Média                                       
(± Desvio Padrão) 
Teste t  
 
      
Estímulo 
químico 
Postura 
Estádio de 
desenvolvimento 
(Gosner, 1960) 
N 
Zona de 
escolha          
CG 
Zona de 
escolha 
SG 
P 
Zona de 
escolha              
CG 
Zona de 
escolha               
SG 
t                
(P) 
Ausente 
A 33-38 16 7 9 ns 
488.2 
 (±225.5) 
466.0  
(±215.7) 
0.207    
(ns) 
B 32-37 16 8 8 ns 
493.0  
(±252.0) 
441.3  
(±190.6) 
0.477    
(ns) 
A e B 32-38 32 15 17 ns 
490.5  
(±235.3) 
453.6  
(±200.6) 
0.493    
(ns) 
Presente 
A 35-40 16 9 7 ns 
621.9  
(±346.9) 
391.6  
(±304.8) 
1.468   
(ns) 
B 33-37 16 6 10 ns 
422.6  
(±226.0) 
578.8  
(±222.1) 
1.433   
(ns) 
A e B 33-40 32 15 17 ns 522.3 (±305.3) 485.2 (±279.1) 
0.370   
(ns) 
ns: P > 0.05; N: número total de indivíduos testados; CG: zona de escolha do compartimento com girinos; SG: zona de escolha do compartimento sem girinos 
2
6
 
27 
 
1 2 3 4 5 6
Experiências
0
10
20
30
40
50
60
M
é
d
ia
 d
o
 n
º 
m
u
d
a
n
ç
a
s 
d
e
 s
e
c
ç
ã
o
 n
o
 c
o
m
p
a
rt
im
e
n
to
 d
e
te
st
e
Nível de actividade dos girinos-teste 
 
 Pela análise das Figuras 8 e 9, observa-se que a média do número de vezes que 
os girinos-teste mudaram de secção do compartimento de teste, medida do nível de 
actividade dos indivíduos, apresenta algumas oscilações, entre experiências e entre 
posturas para a mesma experiência. O intervalo de valores foi maior para a experiência 
controlo, na qual houve indivíduos a mudarem de secção mais de 100 vezes e outros 
menos de 10 (Figura 9). Os girinos criados em isolamento social foram os que se 
apresentaram menos activos e com menos variação no nível de actividade (Figuras 8 e 
9), quer se considere o total dos indivíduos, quer os das duas posturas em separado. 
Aparentemente, a postura B revelou-se mais activa do que a A em todas as experiências, 
com excepção da experiência 3. 
 Para os indivíduos estudados sob as mesmas condições experimentais, 
nomeadamente os girinos criados em isolamento social e os criados com irmãos sujeitos 
aos testes de escolha entre irmãos e não-irmãos desconhecidos, os segundos mostraram-
-se mais activos do que os criados em isolamento, no total das duas posturas e para cada 
uma. No mesmo sentido, comparando os níveis de actividade dos girinos-teste das 
experiências de agregação, constata-se que os indivíduos testados na ausência pistas de 
alarme foram, em média, mais activos do que na presença destas, sendo a variação dos 
níveis também superior na experiência 5, para o total das duas posturas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Média do número de vezes que os girinos-teste mudaram de secção do compartimento de teste, 
em todas as experiências, considerando o conjunto das duas posturas e estas individualmente. 
Postura A 
Postura B 
Posturas A e B 
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Figura 9. Distribuição (mediana, mínimos e máximos) do número de vezes que os girinos-teste mudaram 
de secção do compartimento teste (zona neutra inclusive), em cada experiência, considerando o total das 
duas posturas e estas separadamente. 
 
 Os testes de Mann-Whitney (Tabela VII), utilizados para comparar os níveis de 
actividade entre posturas, em cada experiência, revelou como sendo significativas as 
diferenças entre os níveis de actividade dos indivíduos das posturas A e B na 
experiência controlo (U=33, P=0.00037), na experiência de reconhecimento de 
parentesco dos girinos criados em isolamento social (U=15.5, P=0.00004) e em ambas 
as experiências de agregação (U=52.5, P=0.00470, na ausência do estímulo químico; 
U=48, P=0.00273, na sua presença).  
 Na comparação entre os indivíduos criados em isolamento social e os criados 
com irmãos, para as experiências de reconhecimento de parentesco, o teste de Mann- 
-Whitney indicou como significativas as diferenças nos níveis de actividade destes 
indivíduos, para o total das duas posturas (U=192.5, P=0.00003) e para os girinos da 
postura A (U=10.0, P=0.00001). Para a postura B, os níveis de actividade dos girinos 
criados em isolamento não diferiram significativamente daqueles dos indivíduos criados 
com irmãos (U=86.0, P>0.15).  
Postura A 
Postura B 
Posturas A e B 
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 Por fim, os mesmos testes utilizados para a comparação do nível de actividade 
dos girinos na ausência e na presença de pistas de alarme, não indicaram como 
significativas as diferenças entre indivíduos da mesma postura (U=89.0, P>0.10, para a 
postura A; U=90.0, P>0.15, para a B), nem considerando o total dos indivíuos 
(U=389.0, P>0.09). 
 
Tabela VII. Estatística descritiva (média e desvio padrão) e probabilidades (p-values) associados à 
estatítica do teste de Mann-Whitney, para a comparação dos níveis de actividade entre as posturas A e B 
em cada experiência. 
 Posturas                                                             
Média (±Desvio Padrão) 
Teste de   
Mann-Whitney     
Experiência A B A e B 
U                          
(P) 
1 21 (±24.8) 53.8 (±29.4) 37.4 (±31.5) 
33.0             
(0.00037) 
2 3.75 (±5.7) 19.6 (±11.6) 11.4 (±12.0) 
15.5               
(0.00004) 
3 33.4 (±23.5) 27.8 (±17.8) 30.6 (±20.7) 
107.5            
(ns) 
4 23.7 (±13.1) 34.4 (±19.5) 29.0 (±17.2) 
85.0                          
(ns) 
5 27.6 (±15.5) 54.6 (±27.6) 41.1 (±26.0) 
52.5                
(0.00470) 
6 19.2 (±19.5) 44.6 (±28.8) 31.9 (±27.4) 
48.0               
(0.00273) 
        ns: P>0.05 
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Correlação entre os estádios de desenvolvimento e o tempo de resposta nas zonas 
de escolha 
 
 Os coeficientes de correlação de Pearson (r) e de Spearman (ρ) são apresentados 
na Tabela VIII. Para a experiência controlo, não se verificou nenhuma correlação 
significativa entre o estádio de desenvolvimento dos girinos-teste e o tempo total de 
permanência em ambas as zonas de escolha (P>0.05). 
 Na experiência 2, no total das duas posturas, constata-se que existe uma 
correlação positiva significativa entre o estádio de desenvolvimento e o tempo 
despendido na zona de escolha dos não-irmãos desconhecidos (ρ=0.501, P<0.05). 
Considerando as posturas em separado, apenas se observa esta correlação para a postura 
B (ρ=0.553, P<0.05). 
 Na experiência 3, tanto para o total das duas posturas, como para estas 
idividualmente, não se verificou nenhuma correlação significativa entre o estádio de 
desenvolvimento dos girinos-teste e o tempo total de permanência nas zonas de escolha 
(P>0.05). 
 No que concerne à experiência 4, existe uma correlação positiva significativa 
entre o estádio de desenvolvimento e o tempo despendido na zona de escolha de irmãos 
conhecidos (r=0.457, P<0.05), constatando-se, pelo contrário, uma correlação negativa 
entre o estádio larvar e o tempo na zona de escolha de irmãos desconhecidos (r=-0.355, 
P<0.05). Contudo, as referidas correlações apenas se apresentam como significativas 
para a postura B (r=0.602, P<0.05, para a zona de escolha de irmãos conhecidos;  
r=-0.618, P<0.05, para a zona de escolha de irmãos desconhecidos). Posteriormente, na 
tentativa de reduzir a variação dos estádios de desenvolvimento, retiraram-se da análise 
de correlação para a postura B, os dois girinos-teste cujos estádios de desenvolvimento 
eram mais precoces. Estas correlações deixaram de ser significativas, tanto para a zona 
de escolha dos irmãos conhecidos (r=0.187, P>0.05), como para a dos irmãos 
desconhecidos (r=-0.202, P>0.05). 
 Relativamente às experiências do estudo da agregação a conspecíficos, não se 
observaram correlações significativas entre o estádio de desenvolvimento e o tempo de 
resposta nas zonas de escolha (P>0.05). 
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Tabela VIII. Coeficientes de correlação entre o estádio de desenvolvimento dos girinos-teste e os seus 
tempos de permanênca em ambas as zonas de escolha, e probabilidades (p-values) a eles associadas. 
Experiência 
Postura 
Coeficiente 
de 
correlação 
utilizado 
Coeficiente de correlação entre o estádio 
de desenvolvimento e a zona de escolha                                                 
(P) 
   1 2 
1 
A e B ρ 0,230 (ns) -0,030 (ns) 
A ρ -0,056 (ns) 0,090 (ns) 
B ρ 0,316 (ns) -0,286 (ns) 
      ID NID 
2 
A e B ρ 0,0421 (ns) 0,501 (<0.05) 
A ρ -0,123 (ns) 0,332 (ns) 
B ρ -0,279 (ns) 0,553 (<0.05) 
      ID NID 
3 
A e B ρ 0,101 (ns) -0,060 (ns) 
A ρ 0,091 (ns) -0,192 (ns) 
B ρ 0,292 (ns) -0,075 (ns) 
   IC ID 
4 
A e B r 0,457 (<0.05) -0,355 (<0.05) 
A ρ 0,143 (ns) -0,213 (ns) 
B r 0,603 (<0.05) -0,618 (<0.05) 
   CG SG 
5 
A e B ρ 0,238 (ns) -0,129 (ns) 
A ρ 0,382 (ns) -0,323 (ns) 
B ρ 0,133 (ns) 0,048 (ns) 
   CG SG 
6 
AB ρ 0,100 (ns) -0,152 (ns) 
A ρ -0,229 (ns) 0,190 (ns) 
B ρ 0,126 (ns) -0,076 (ns) 
ns: P>0.05; ID: zona de escolha de irmãos desconhecidos; NID: zona de escolha de irmãos 
desconhecidos; IC: zona de escolha de irmãos conhecidos; CG: zona de escolha do compartimento com 
girinos; SG: zona de escolha do compartimento sem girinos 
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DISCUSSÃO 
  
 O reconhecimento de parentesco foi até agora estudado em cinco espécies de 
Ranídeos, nomeadamente, Rana cascadae (Blaustein & O’Hara, 1981, 1982a, 1982b, 
1983; O’Hara & Blaustein, 1981), R. sylvatica (Cornell et al., 1989, Waldman, 1984), 
R. aurora (Blaustein & O’Hara, 1986b), R. pretiosa (O’Hara & Blaustein, 1988) e R. 
pipiens (Fishwild et al., 1990), todas elas com distribuição na América do Norte. O 
presente estudo foi o primeiro a ser realizado, utilizando um Ranídeo europeu como 
modelo de estudo. Todas as espécies estudadas apresentaram diferentes capacidades de 
reconhecimento de parentesco.  
 
Reconhecimento de parentesco 
 
 Independentemente do regime de criação a que foram sujeitos, os girinos de 
Pelophylax perezi de ambas as posturas não demonstraram preferência pela associação a 
irmãos em detrimento de não-irmãos, ambos desconhecidos, não tendo discriminado o 
parentesco dos indivíduos. O facto dos girinos criados em isolamento social terem 
permanecido períodos de tempo significativamente menores junto dos irmãos do que 
aqueles criados com irmãos pode dever-se mais às diferenças nos níveis de actividade, 
uma vez que muitos dos girinos despenderam a maior parte do seu tempo de resposta na 
zona neutra. De facto, as diferenças significativas no tempo passado perto dos não- 
-irmãos, por parte dos girinos criados em isolamento e dos criados com irmãos, 
coincidem com as diferenças nos níveis de actividade, observando-se isso apenas na 
postura A. Os girinos criados em isolamento social apresentaram níveis de actividade 
significativamente menores do que os indivíduos criados com irmãos e expostos aos 
mesmos grupos de estímulo durante os testes de escolha, indicando que o 
desenvolvimento num ambiente social poderá contribuir para maiores níveis de 
actividade dos indivíduos. Nicieza (1999), num estudo de agregação a conspecíficos em 
R. temporaria constatou que girinos criados em isolamento eram significativamente 
menos activos do que os criados num ambiente com outros indivíduos. 
 O facto dos girinos criados em isolamento social não terem apresentado uma 
resposta diferencial em relação aos irmãos desconhecidos, indica que o reconhecimento 
de parentesco por correspondência fenotípica, através da comparação do fenótipo dos 
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conspecíficos desconhecidos com o seu próprio, ou por alelos de reconhecimento não 
ocorre nos indivíduos de P. perezi. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos para 
girinos de R. aurora (Blaustein & O’Hara, 1986b) e R. pretiosa (O’Hara & Blaustein, 
1988). 
 Por outro lado, o reconhecimento por correspondência fenotípica, através da 
comparação do fenótipo dos outros indivíduos com o daqueles com quem foram 
criados, também não se confirma nesta espécie, pelo que se observou do comportamento 
dos girinos criados com irmãos. Os girinos de R. pretiosa (O’Hara & Blaustein, 1988) e 
R. pipiens (Fishwild et al., 1990) criados com irmãos, não demonstraram, igualmente, 
capacidade de discriminação do parentesco, quando sujeitos a testes de escolha entre 
irmãos conhecidos e não-irmãos desconhecidos. Contudo, a comparação entre os 
resultados dos girinos destas espécies criados com irmãos e os obtidos em P. perezi, não 
deverá ser directa, uma vez que os grupos de girinos-estímulo utilizados nos testes de 
escolha são diferentes.  
   
Reconhecimento por associação prévia entre indivíduos 
 
 Os girinos de P. perezi, aparentemente, não possuem a capacidade de reconhecer 
indivíduos com os quais partilharam o ambiente de criação, pois não mostraram uma 
preferência de associação por estes significativa, indicando que o reconhecimento por 
associação prévia ou familiaridade poderá não ocorrer nesta espécie. 
 Dos estudos de reconhecimento de parentesco em girinos de Ranídeos realizados 
até ao momento, nenhum utilizou como grupos de estímulo irmãos conhecidos e irmãos 
desconhecidos para os girinos-teste, facto a ter em consideração nas comparações dos 
resultados obtidos com as diferentes espécies. Os resultados do estudo da influência da 
associação prévia ou familiaridade em P. perezi diferiram dos obtidos em girinos de R. 
aurora que apenas preferiram associar-se a irmãos com quem foram criados, não 
discriminando irmãos desconhecidos quando criados em isolamento ou em regime misto 
(Blaustein & O’Hara, 1986b). Este mecanismo também pode ser um dos responsáveis 
pelo reconhecimento de parentesco em girinos de R. sylvatica (Waldman, 1984).   
 Por outro lado, no total das duas posturas e na postura B, o tempo de 
permanência dos girinos na zona de escolha dos irmãos conhecidos apresentou-se 
positivamente correlacionado com o estádio de desenvolvimento, constatando-se uma 
34 
 
correlação negativa com o tempo na zona de escolha dos irmãos desconhecidos. A 
influência do estádio de desenvolvimento no tempo de resposta em ambas as zonas de 
escolha poderá, eventualmente, estar relacionada com uma mudança, durante a 
ontogenia, na capacidade de discriminar aqueles com quem partilharam o ambiente de 
criação. A reduzida dimensão da amostra e a variedade dos estádios de desenvolvimento 
dos girinos-teste, poderão ser os motivos de não se observar uma resposta significativa 
de associação a irmãos conhecidos, quando considerado o tempo total de permanência 
na sua zona de escolha. Contudo, quando consideradas as posturas individualmente, 
estas correlações observam-se apenas na postura B, dificultando a interpretação destes 
resultados. Uma possível explicação para as correlações entre os estádios de 
desenvolvimento e o tempo em cada zona de escolha, apenas para a postura B, poderá 
ser o facto da densidade de girinos no aquário de criação desta postura (25 girinos/litro) 
ter sido ligeiramente superior à do aquário de criação da postura A (22 girinos/litro). 
Embora esta diferença na densidade seja reduzida, poderá ter sido suficiente para 
proporcionar um maior contacto físico e químico, através de pistas presentes na água, 
entre os girinos da postura B, resultando numa resposta diferente entre as duas posturas.  
 Em R. aurora (Blaustein & O’Hara, 1986b) e B. scaber (Gramapurohit et al., 
2006) observou-se, em testes laboratoriais, uma mudança na capacidade da 
discriminação do parentesco durante a ontogenia. Contudo, nestas espécies, ao contrário 
do que é sugerido pelos resultados obtidos em P. perezi, a discriminação do parentesco 
ocorre nos estádios de desenvolvimento mais precoces e não nos mais tardios. Deste 
modo, para além do que já foi referido, a hipótese de uma mudança durante a ontogenia 
dos girinos de P. perezi na capacidade de reconhecer indivíduos com quem se partilhou 
o ambiente de criação, passando a associarem-se a eles em estádios de desenvolvimento 
mais avançados, não parece muito provável.  
De facto, posteriormente, confirmou-se que as correlações encontradas entre o 
tempo de permanência em cada zona de teste e o estádio desenvolvimento dos girinos- 
-teste perderam significância, ao retirar da análise os dois indivíduos da postura B com 
estádios mais precoces.  
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Agregação a conspecíficos 
 
 Os resultados das experiências de agregação a conspecíficos indicam que os 
girinos de P. perezi não demonstraram preferência por associação a conspecíficos, em 
detrimento do compartimento de estímulo vazio. 
 Blaustein & O’Hara (1987), utilizando o mesmo método, analisaram o 
comportamento de agregação a conspecíficos em girinos de R. cascadae e observaram 
que os indivíduos criados no laboratório despenderam maiores períodos de tempo perto 
de girinos seus irmãos do que junto ao compartimento de estímulo vazio. Contudo, esta 
tendência já não se verificou quando o grupo de girinos-estímulo era constituído por 
não-irmãos, passando a distribuição dos girinos-teste a ser aleatória. Por comparação 
dos resultados obtidos em R. cascadae e em P. perezi, verifica-se que, de facto, os 
girinos da última espécie não exibiram comportamento de agregação a conspecíficos, 
embora se tenha utilizado apenas girinos irmãos conhecidos como grupos de estímulo.  
 Embora a formação de grupos possa apresentar algumas vantagens, pode 
também implicar o aumento da competição intraspecífica (Waldman, 1988). Devido à 
sua semelhança genética, indivíduos familiares poderão apresentar maior sobreposição 
da exploração dos recursos do ambiente onde vivem, do que indivíduos não aparentados 
(Sammeta & Levins, 1970; Smith, 1978). Num estudo de competição intraspecífica, 
girinos de R. arvalis criados com irmãos ou em água condicionada com pistas químicas 
destes desenvolveram-se mais lentamente e um menor número de animais atingiu a 
metamorfose, do que os criados com não-irmãos, sugerindo uma maior competição 
entre indivíduos geneticamente relacionados (Shvarts & Pyastolova, in Waldman, 
1988).  
 Uma vez que a quantidade de comida fornecida diariamente aos girinos de P. 
perezi não foi rigorosamente contabilizada e as densidades de girinos nos aquários de 
criação foram superiores às encontradas na natureza (observação pessoal), poderão ter 
ocorrido fenómenos de competição entre os indivíduos. Nos aquários de criação, 
observaram-se, com alguma frequência, girinos a alimentarem-se de conspecíficos já 
mortos, podendo indicar, de facto, deficiências nutricionais. As menores dimensões dos 
girinos da postura B comparativamente aos da A podem, igualmente, dever-se à 
competição entre os indivíduos da primeira postura. Deste modo, nos testes de escolha, 
os girinos poderão não ter preferido associar-se aos irmãos com quem partilharam o 
ambiente de criação devido a uma eventual competição por eles exercida. Por outro 
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lado, não é possível afirmar que os girinos tenham evitado associar-se aos irmãos 
conhecidos, uma vez que a diferença entre o tempo passado em ambas as zonas do 
aquário não foi significativa.  
 Em particular, no que respeita à experiência de agregação na presença de pista 
de alarme de conspecífico, os girinos não demonstraram preferência nem evitação por 
outros indivíduos. A capacidade de reconhecer pistas de alarme de conspecíficos por 
parte dos girinos de P. perezi foi já observada nos trabalhos de Gonzálo et al. (2007, 
2009), reduzindo o seu nível de actividade na presença destas associadas a pistas 
químicas de predadores. Deste modo, seria expectável que se verificassem diferenças 
nas respostas comportamentais dos indivíduos, principalmente nos seus níveis de 
actividade. De facto, os girinos apresentaram-se menos activos, na presença de pista de 
alarme do que na sua ausência, embora essa diferença não tenha sido significativa. A 
concentração da solução de pista de alarme poderá não ter sido suficientemente elevada 
para provocar nos girinos-teste uma alteração significativa do seu comportamento. 
Nicieza (1999), ao expor girinos de R. temporaria a pistas químicas de um predador, 
verificou que estes reduziram significativamente o seu nível de actividade, mas o tempo 
despendido na zona de escolha junto de conspecíficos não foi significativamente 
superior ao tempo passado na zona oposta.  
 Por outro lado, nos testes realizados por Gonzálo et al. (2007), os girinos foram 
expostos à pista de alarme de conspecíficos associada a uma pista química de predador, 
diminuindo os seus níveis de actividade como resposta a esta combinação. Deste modo, 
também o facto da pista de alarme ter sido utilizada isoladamente, sem estar associada a 
uma pista química de predador, poderá ter resultado numa ligeira diminuição mas não 
significativa do nível de actividade, que poderia ser eventualmente maior, se tivesse 
sido utilizada uma solução combinada de pista de alarme e de predador. 
 
Pistas de identificação do parentesco 
  
 Nos testes de escolha, realizados em P. perezi, os girinos-teste encontraram-se 
separados dos grupos de estímulo por uma rede que permitia uma comunicação 
multicanal, ou seja, a percepção de pistas visuais, acústicas e químicas presentes na 
água. O reconhecimento de parentesco em larvas de anfíbios anuros é mediado, 
essencialmente, por pistas químicas dos indivíduos (Waldman, 1986; revisto em 
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Blaustein & Waldman, 1992). Os girinos de B. americanus não distinguiram irmãos de 
não-irmãos, na presença de pistas químicas e visuais, mas quando as últimas eram 
bloqueadas já se observou uma associação prefererencial a irmãos (Dawson, in 
Waldman, 1991). Neste caso, as pistas visuais podem permitir aos indivíduos 
identificarem os conspecíficos, sendo as pistas químicas utilizadas para o 
reconhecimento do parentesco, em particular (Blaustein & O’Hara, 1987). Contudo, esta 
hipótese não parece explicar os resultados obtidos em P. perezi, uma vez que se 
observou uma maior afinidade espacial dos girinos aos cantos de ambas as extremidades 
do aquário, em todas as experiências e não apenas nas que foram utilizados dois grupos 
de estímulo. Por sua vez, em R. cascadae não se verificou a emissão de pistas acústicas, 
não estando estas envolvidas no processo do reconhecimento de parentesco (revisto em 
Blaustein & O’Hara, 1986a). 
 Embora existam evidências de que as pistas químicas são as principais 
responsáveis pelo reconhecimento de parentesco, ainda pouco se conhece acerca da sua 
composição (Waldman, 1986). Em condições naturais, para além da componente 
genética, as pistas químicas exibidas pelos indivíduos podem ser influenciadas por 
factores ambientais, nomeadamente a dieta alimentar. Gamboa et al. (1991b) 
descreveram que girinos de R. sylvatica preferiram associar-se a indivíduos não-irmãos, 
mas sujeitos à mesma dieta que os girinos-teste, em detrimento de irmãos cuja dieta 
alimentar era diferente, sugerindo uma influência da alimentação nas pistas químicas 
dos organismos. Os mesmos resultados foram obtidos em girinos de Scaphiopus 
multiplicatus (Pfenning, 1990) e S. intermontanus (Hall et al., 1995). Uma vez que os 
girinos de P. perezi foram sujeitos à mesma dieta alimentar (flocos comerciais para 
peixes vermelhos), se a alimentação influenciar as pistas químicas dos indíviduos, estas 
poderão apresentar pouca variação, resultando numa resposta de não preferência por 
qualquer dos grupos de estímulo. A contribuição da componente ambiental nas pistas 
químicas envolvidas no reconhecimento de parentesco pode ser maior em habitats mais 
heterogéneos (Gamboa et al., 1991a). Na natureza, os gradientes ambientais são 
bastante mais pronunciados do que no laboratório, pelo que os testes aí realizados 
consistem em análises menos sensíveis à influência do ambiente, podendo resultar em 
respostas de discriminação do parentesco menos evidentes do que o seu estudo em 
condições naturais (Waldman, 1982), como os resultados obtidos com R. cascadae 
(O’Hara & Blaustein, 1985) e B. americanus (Waldman, 1982). 
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Características das histórias de vida 
 
A variação intraspecífica da capacidade de reconhecimento de parentesco em 
larvas de anfíbios anuros, observada em condições laboratoriais, poderá estar 
relacionada com características das histórias de vida e do comportamento larvar das 
diferentes espécies estudadas (Blaustein & O’Hara, 1987; Blaustein, 1988). A dispersão 
dos girinos relativamente ao local de oviposição e a tendência para exibir 
comportamento de agregação podem constituir factores determinantes para a capacidade 
de reconhecer o parentesco, na medida em que influenciam a probabilidade da 
ocorrência de interacções entre indivíduos da mesma família (Blaustein, 1988). Larvas 
de anfíbios que possuam uma dispersão aleatória em relação ao local de oviposição, 
terão uma menor probabilidade de encontrar familiares (Blaustein & Waldman, 1992), 
sendo expectável que o comportamento de discriminação do parentesco não seja 
seleccionado nestas espécies (Blaustein & O’Hara, 1986a), do mesmo modo que é 
pouco provável que um sistema de reconhecimento de parentesco evolua em espécies 
em que não se observem interacções sociais com conspecíficos (Blaustein & Waldman, 
1992). 
Uma vez que os girinos de P. perezi possuem uma grande capacidade de natação 
que lhes permite optimizar a exploração dos recursos alimentares (Díaz-Paniagua, in 
Egea-Serrano, 2006), a sua taxa de dispersão relativamente ao local de oviposição 
deverá ser elevada. Contudo, embora este seja um factor que influencia a probabilidade 
da ocorrênica de interacções entre familiares, não é necessariamente preditivo da 
existência de capacidade de reconhecimento de parentesco, uma vez que os girinos das 
espécies B. americanus (Waldman, 1982) e B. boreas (O’Hara & Blaustein, 1982), que 
distinguiram irmãos de não-irmãos nos testes laboratoriais, possuem elevadas taxas de 
dispersão.   
 O tipo de agregação formada pelos girinos na natureza difere, de facto, entre as 
espécies em que o reconhecimento de parentesco foi estudado em condições 
laboratoriais. Na natureza, R. cascadae, B. americanus e B. boreas formam agregações 
sociais persistentes e compactas (Blaustein, 1988). Embora se conheça pouco sobre a 
ecologia dos girinos de R. aurora, existem evidências de que estes podem formar 
agregações temporárias e intermitentes durante os estádios larvares mais precoces 
(Blaustein & O’Hara, 1986b). Por sua vez, os girinos de R. pretiosa formam agregações 
apenas esporadicamente, assim como os de Hyla regilla, cujas agregações ocasionais 
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são de pequenas dimensões e pouco coesas, sendo reduzida a probabilidade de 
ocorrerem interacções entre indivíduos familiares (Blaustein, 1988). Por fim, em R. 
pipiens e em Pseudacris crucifer nunca foi observada a formação de agregações 
(Fishwild et al., 1990). 
 Uma vez que se conhece pouco acerca do comportamento de agregação dos 
girinos de P. perezi, poderá inferir-se que este será, eventualmente, semelhante aos 
descritos para as espécies R. pretiosa, H. regilla, R. pipiens e Pseudacris crucifer 
(O’Hara & Blaustein, 1988; Fishwild et al., 1990) que, como P. perezi, não 
apresentaram discriminação do parentesco em testes de escolha. Aparentemente, os 
girinos de P. perezi encontram-se distribuídos de um modo heterogéneo nos charcos 
(observação pessoal), existindo no mesmo corpo de água locais com maior densidade de 
girinos do que outros. No entanto, não é possível afirmar que a maior densidade de 
girinos em certos locais dos corpos de água se deve a agregações sociais de indivíduos, 
uma vez que estes poderão encontrar-se juntos devido a respostas semelhantes aos 
factores ambientais dos microhabitats, como recursos alimentares, temperatura e luz, 
entre outros, e não como resposta aos próprios conspecíficos (Waldman, 1991).  
 Contudo, nem sempre os resultados dos estudos realizados no laboratório são 
preditivos das características ecológicas e comportamentais das espécies. Nos testes em 
condições laboratoriais e em charcos experimentais, os girinos de R. sylvatica 
apresentaram a tendência de agregação a indivíduos irmãos, exibindo capacidade de 
reconhecer o parentesco dos indivíduos (Cornell et al., 1989). No entanto, na natureza, 
os girinos desta espécie revelam-se praticamente associais e raramente formam 
agregações. Quando estas se observam, em alguns charcos, possuem dimensões 
demasiadamente grandes para serem constituídas unicamente por indivíduos irmãos 
(Waldman, 1984). Deste modo, considerando os resultados obtidos nos testes de escolha 
em girinos de R. sylvatica, seria expectável que estes formassem agregações 
consistentes na natureza, como se observa em R. cascadae, B. americanus e B. boreas 
(revisto em Blaustein, 1988). Deste modo, os resultados obtidos nos testes de escolha, 
utilizando girinos de P. perezi, não permitem inferir de um modo seguro o tipo de 
agregações que estes animais formam em condições naturais. 
 A libertação de pistas de alarme numa situação de predação permite advertir os 
restantes membros de um grupo acerca deste risco. Se os grupos forem constituídos 
essencialmente por familiares, a libertação de pistas de alarme e a recepção da sua 
informação por parte dos membros do grupo aumentam a fitness destes e a fitness 
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inclusiva do indivíduo predado (Blaustein, 1988). Esta parece ser a explicação apontada 
como a mais provável para a associação dos girinos de R. cascadae a parentes, sendo a 
capacidade de reconhecimento de parentesco responsável pela formação e manutenção 
das agregações sociais de indivíduos da mesma família (Hews & Blaustein, 1985). O 
facto dos girinos de P. perezi possuírem a capacidade de emitir e reconhecer pistas de 
alarme de conspecíficos (Gonzálo et al., 2007, 2009) leva a pressupor que poderá existir 
uma componente social na ecologia comportamental desta espécie. Contudo, as 
agregações eventualmente sociais que as larvas desta espécie poderão formar na 
natureza não serão necessariamente constituídas por indivíduos familiares. Por outro 
lado, os resultados dos testes das experiências de agregação não corroboram a hipótese 
destes girinos formarem agregações, mesmo na presença de pista de alarme. A 
acrescentar às hipóteses já anteriormente referidas para os resultados na presença de 
pista de alarme, importa ainda referir que, mesmo que os girinos-teste as tenham 
percepcionado, o comportamento de agregação poderá não ser uma estratégia anti-
predação adoptada por esta espécie, resultando apenas numa redução dos seus níveis de 
actividade, embora não significativa.  
 Embora os testes de escolha constituam um método menos adequado para o 
estudo do comportamento de agregação a conspecíficos do que a observação do 
agrupamento espacial dos indivíduos realizados em charcos experimentais ou naturais, 
os primeiros simplificam a análise dos comportamentos, facilitam a recolha de dados e 
permitem delineamentos experimentais mais eficazes (Waldman, 1991). 
 
Contextualização do reconhecimento de parentesco 
 
 Nas experiências realizadas neste estudo, os girinos de P. perezi não exibiram 
capacidade de discriminação do parentesco, não se observando uma resposta diferencial 
direccionada para indivíduos irmãos, em detrimento de não-irmãos. Na tentativa de 
interpretar estes resultados poderão colocar-se várias hipóteses explicativas. 
 Em primeiro lugar, a dimensão da amostra utilizada foi bastante reduzida, não 
sendo representativa da população ou da espécie em estudo. Hall et al. (1995) propôs 
que a ausência de associação a conspecíficos demonstrada por algumas larvas de 
anfíbios anuros poderá estar relacionada com variações entre as populações a que 
pertencem as amostras de animais estudadas. Deste modo, as duas posturas de ovos de 
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P. perezi utilizadas neste trabalho, provenientes de duas populações distintas, poderão 
apresentar capacidades de reconhecimento de parentesco diferentes de outras 
populações da mesma espécie, considerando a influência do ambiente e do contexto 
ecológico, aliada à da grande variedade de habitats ocupados por esta espécie. 
 As posturas das quais provieram os indivíduos utilizados nos testes de escolha 
foram colectadas directamente nos charcos, uma vez que a captura de amplexos não foi 
bem sucedida, pois os indivíduos interrompiam a cópula, não a retomando 
posteriormente. A hipótese dos girinos-teste e os girinos-estímulo não-irmãos 
apresentarem algum grau de parentesco entre si é pouco provável, uma vez que não se 
utilizaram como não-irmãos animais provenientes do mesmo charco que os girinos- 
-teste, encontrando-se os locais de amostragem bastante distantes entre si.  
 Embora os girinos provenientes de uma mesma massa de ovos tenham sido 
considerados como irmãos, não é de descartar a hipótese de existir mais do que um 
progenitor paterno para uma mesma postura. Em algumas espécies de anfíbios, como R. 
temporaria (Vieites et al., 2004), existem machos sneakers que fecundam ovos de 
fêmeas que se encontram em cópula com outros machos, implicando que uma 
percentagem de ovos de uma postura possa ser do macho sneaker. No entanto, o 
comportamento de sneaking nunca foi observado em P. perezi. De qualquer modo, uma 
vez que não foram efectuados testes genéticos, não existem certezas de que os 
indivíduos da mesma postura sejam todos irmãos.  
 A variedade dos estádios de desenvolvimento dos girinos-teste utilizados foi 
relativamente grande, podendo resultar em respostas diferenciais direccionadas a um 
dos grupos de estímulo pouco evidentes e não significativas, se a capacidade de 
reconhecimento de parentesco se alterar durante a ontogenia.  
 Quando, nos testes de escolha, se observa uma associação preferencial 
significativa a indivíduos familiares, a capacidade de reconhecimento de parentesco é 
confirmada, mesmo que o seu valor adaptativo não seja conhecido. Contudo, perante a 
ausência de resposta preferencial em relação a familiares, não se pode afirmar que a 
espécie em questão não possui capacidade de reconhecimento de parentesco, uma vez 
que poderá ter havido influência de outros factores (Gamboa et al., 1991a). Pela análise 
dos resultados obtidos em P. perezi, é possível afirmar-se que os girinos estudados não 
discriminaram o parentesco dos indivíduos, na medida em que não exibiram uma 
resposta diferencial direccionada a nenhum dos grupos de estímulo. Por outro lado, a 
ausência de uma resposta diferencial observável não implica que o processo de 
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reconhecimento de parentesco não ocorra, uma vez que o tratamento diferencial dos 
familiares, isto é, a sua discriminação, apenas é favorecido quando os seus benefícios 
excedem os seus custos, em termos de fitness inclusiva, que, por sua vez, variam 
consoante os contextos ecológico e social (Waldman, 1988; Holmes, 2004). Deste 
modo, os girinos de P. perezi poderão possuir a capacidade de reconhecer os seus 
parentes, embora esta não tenha resultado numa associação preferencial a irmãos, 
durante os testes de escolha. A discriminação do parentesco deve, então, ser analisada 
de acordo com as condições em que os indivíduos estudados se encontram. Uma vez 
que as condições do laboratório são consideravelmente diferentes das encontradas na 
natureza, poderá colocar-se a hipótese dos girinos de P. perezi possuírem, 
eventualmente, a capacidade de reconhecimento de parentesco, embora não a tenham 
expressado durante os testes de escolha a que foram sujeitos. 
 Por fim, deverá considerar-se a hipótese de que, de facto, os girinos de P. perezi 
não possuem capacidade de reconhecimento de parentesco, não sendo esta necessária no 
contexto da ecologia da espécie em que, provavelmente, os custos desta capacidade e de 
uma discriminação dos familiares seriam superiores aos seus benefícios. 
 Na pesquisa bibliográfica, raramente se encontram publicações de estudos com 
resultados negativos. Contudo, a publicação deste tipo de resultados pode ser importante 
na medida em que reduz o enviesamento presente na literatura da existência de 
reconhecimento de parentesco numa grande variedade de grupos animais. Por outro 
lado, poderão ser utilizados em estudos comparativos das capacidades de 
reconhecimento de parentesco entre espécies, da sua relação com a ecologia e dos 
métodos utilizados (Gamboa et al., 1991a). 
 
Considerações finais 
 
 Os girinos de P. perezi não discriminaram o parentesco, na medida em que, tanto 
os indivíduos criados em isolamento social, como aqueles criados com irmãos, não 
exibiram qualquer preferência pela associação a nenhum dos grupos de estímulo durante 
os testes de escolha. Do mesmo modo, no estudo do reconhecimento dos indivíduos por 
associação prévia num ambiente de criação comum, os girinos não exibiram uma 
resposta diferencial direccionada a irmãos conhecidos ou a irmãos desconhecidos. Por 
fim, também o comportamento de agregação a conspecíficos não foi observado nos 
testes realizados, tanto na ausência, como na presença de pistas de alarme.  
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 Perante tais resultados, foram, então, colocadas algumas hipóteses explicativas. 
Em suma, a reduzida dimensão da amostra utilizada e a variabilidade de estádios de 
desenvolvimento dos girinos-teste poderão ter contribuído para a obtenção de resultados 
pouco robustos estatisticamente. A agregação a parentes e a sua discriminação, isto é, a 
expressão da capacidade de reconhecimento, apenas são expectáveis quando os seus 
benefícios excedem os seus custos, em termos de fitness inclusiva, que, por sua vez, 
variam consoante os contextos ecológico e social. Assim, uma vez que as condições do 
laboratório são consideravelmente diferentes das da natureza, a ausência de uma 
resposta comportamental de discriminação do parentesco dos girinos de P. perezi não 
implica que o processo de reconhecimento de parentesco não ocorra, assim como a 
ausência de associação a conspecíficos não significa que não se formem agregações em 
condições naturais. No entanto, a hipótese dos girinos desta espécie não possuírem, de 
facto, reconhecimento de parentesco e/ou comportamento de agregação não pode ser 
descartada. 
 O estudo dos sistemas de reconhecimento pode contribuir para a resolução de 
algumas questões relativas à conservação das espécies, uma vez que permite 
compreender as suas histórias naturais, enfatizando a importância da perspectiva 
evolutiva na sua conservação (Reed, 2004). O comportamento de agregação a familiares 
pode ter como funcionalidade o aumento da eficácia da procura de alimento, a 
termorregulação, o aumento do crescimento e a evitação a predadores (revisto em 
Blaustein, 1988), influenciando as estratégias de vida das várias espécies, como a 
exploração do habitat e as respostas anti-predatórias. Assim, a compreensão da 
dinâmica do comportamento social das espécies e a sua contextualização ecológica pode 
contribuir para o planeamento de estratégias de conservação das espécies de anfíbios, no 
geral, e de P. perezi, em particular, que, embora muito abundante, apresenta 
actualmente uma redução dos efectivos globais (Ferreira & Crespo, 2003). 
 Futuros trabalhos de investigação poderão ser realizados em girinos de P. perezi 
numa amostra de dimensão superior à utilizada, recorrendo eventualmente a charcos 
experimentais, na presença de algumas variáveis ambientais que poderão influenciar a 
ocorrência da formação de agregações e da discriminação do parentesco dos indivíduos, 
nomeadamente a heterogeneidade dos recursos alimentares, a sua disponibilidade, a 
presença directa de um predador ou a variação da temperatura. 
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